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ผลการทดลองและวิจารณ 
 
การทดลองที่ 1 การศึกษาเบือ้งตนเพื่อคัดเลือกโคลนยูคาลิปตัสภายใตสภาวะเครียดจากโซเดียม   

คลอไรด 
 

1.1 ศึกษาการเจริญเติบโตของยูคาลิปตัสเมื่อไดรับโซเดียมคลอไรด 

 
ศึกษาการเจริญเติบโต (มวลแหง) และอัตราการอยูรอดของยูคาลิปตัสจํานวน 6 โคลน 

ซ่ึงสามารถแบงออกเปน 3 กลุม ไดแก สายพันธุการคา (C1 และ C2), สายพันธุออนแอ (C3 และ 
C4) และ สายพันธุที่คัดเลือกจากพื้นที่ดินเค็ม (C5 และ C6) จากบริษัทสยามฟอเรสทรี จํากัด มา
เลี้ยงในสารละลายธาตุอาหารที่มีโซเดียมคลอไรดที่ระดับความเขมขน 3 ระดับ (0 (control), 100 
และ 200 mM) โดยเปรียบเทียบการเจริญเติบโตและอัตราการอยูรอดของยูคาลิปตัสทั้ง 6 โคลน 
โดยคัดเลือกโคลนที่มีการเจริญเติบโตดีและมีอัตราการอยูรอดสูงสุดสองลําดับแรกใหเปนตัวแทน
โคลนทนเค็ม และโคลนที่มีการเจริญเติบโตต่ําและมีอัตราการอยูรอดตํ่าสุดเปนตัวแทนโคลน
ออนแอ จํานวน 1 โคลน เพ่ือศึกษาการแสดงออกของยีน Cu/Zn SOD และ APX รวมถึงวิเคราะห
ชนิดของโปรตีนที่มีการแสดงออกอยางเดนชัดในยูคาลิปตัส 

 
ผลการศึกษาการเจริญเติบโตของยูคาลิปตัสทั้ง 6 โคลน ในสารละลายธาตุอาหารที่มี

โซเดียมคลอไรดท่ีระดับความเขมขน 3 ระดับ (0 (control), 100 และ 200 mM) แสดงมวลสดและ
มวลแหง ไวดังตารางผนวกที่ 1 และแสดงอัตราการอยูรอดไวดังตารางผนวกที่ 2  

 
จากผลการทดลองในวันที่ 14 และ 28 หลังจากใหโซเดียมคลอไรดที่ระดับความ

เขมขน 100 mM พบวา การเจริญเติบโตและอัตราการอยูรอดของยูคาลิปตัสทั้ง 6 โคลน ไม
แตกตางทางสถิติเมื่อเปรียบเทียบกับ control (ตารางผนวกที่ 1) แตในตํารับท่ีมีโซเดียมคลอไรด
ระดับความเขมขน 200 mM ยูคาลิปตัสทั้ง 6 โคลน มีการเจริญเติบโตลดลงอยางมีนัยสําคัญยิ่ง 
(P≤0.01) (ตารางผนวกที่ 1 และ 2) ในการทดลองนี้แสดงใหเห็นวายูคาลิปตัสทั้ง 6 โคลน สามารถ
ทนและปรับตัวไดดีในสารละลายธาตุอาหารที่มีโซเดียมคลอไรดที่ระดับความเขมขน 100 mM แต
ไมทนทานตอสารละลายธาตุอาหารที่มีโซเดียมคลอไรดระดับความเขมขน 200 mM จึงมีผลทําให
ใหการเจริญโตลดลง และเกิดการตายในบางโคลน  
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จากการเปรียบเทียบการเจริญเติบโตของยูคาลิปตัสทั้ง 6 โคลน ที่ 28 วันหลังจาก
ไดรับโซเดียมคลอไรด 200 mM พบวา มวลแหงเฉล่ียของยูคาลิปตัส โคลน C1, C2, C3 และ C4 
ไมแตกตางทางสถิติ แตโคลน C1, C3 และ C4 มีนํ้าหนักแหงเฉลี่ยมากกวาโคลน C5 และ C6 
อยางมีนัยสําคัญย่ิง (P≤0.01) (ตารางผนวกที่ 1) เมื่อเปรียบเทียบอัตราการอยูรอดของยูคาลิปตัส 
พบวา โคลน C1 (70%) มีอัตราการอยูรอดสูงสุดอยางมีนัยสําคัญย่ิง (P≤0.01) รองลงมาคือ 
โคลน C5 (61.67%), C6 (56.67%), C2 (51.67%), C3 (13%) และ C4 (3.33%) ตามลําดับ (ภาพที่ 
5 และ ตารางผนวกที่ 2) 

 
1.2  คัดเลือกยูคาลิปตัสจํานวน 3 โคลน 

 
หลักเกณทในการคัดเลือกไดพิจารณาจากการเจริญเติบและอัตราการอยูรอดของยูคา

ลิปตัส โดยใหโคลนที่มีการเจริญเติบและอัตราการอยูรอดสูงที่สุดสองลําดับแรกเปนตัวแทน
โคลนทนเค็ม และโคลนที่มีการเจริญเติบและอัตราการอยูรอดต่ําที่สุด 1 โคลนใหเปนตัวแทน
โคลนออนแอ ผลจากการพิจารณาการเจริญเติบโตพบวา มวลแหงเฉลี่ยระหวางยูคาลิปตัสสาย
พันธุการคา (C1 และ C2) และ สายพันธุออนแอ (C3 และ C4) ไมแตกตางกันทางสถิติ ดังน้ันจึง
ไดพิจารณาจากอัตราการอยูรอดเพียงอยางเดียว ผลจากการคัดเลือกยูคาลิปตัสที่มีอัตราอยูรอด
สูงสุดสองอันดับแรก ไดแก โคลน C1 และ C5 ใหเปนตัวแทนโคลนทนเค็ม เน่ืองจากโคลน C1 
มีการเจริญเติบโตดีและมีอัตราการรอดตายสูงที่สุด (70%) และโคลน C5 มีการเจริญเติบโตต่ํา
กวา แตเมื่อศึกษาผลของโซเดียมคลอไรด ตอมวลแหงของพืช (ภาพที่ 3 และ 4) พบวาโคลน C5 
ไกลเคียงกับสายพันธุการคา (C1 และ C2) นอกจากนี้ยังมีอัตราการรอดตายสูงเปนอันดับสอง 
(61.67%) สวนโคลน C4 ใหเปนตัวแทนโคลนออนแอ เน่ืองจากมีอัตราการรอดตายต่ําสุด 
(3.33%) เมื่อศึกษาผลของโซเดียมคลอไรด ตอมวลแหงของพืช (ภาพที่ 3 และ 4) พบวาไดรับ
ผลกระทบมากที่สุด วิธีการที่ใชในการคัดเลือกยูคาลิปตัสครั้งน้ีเปนวิธีที่มาตรฐานซึ่งจะนําไปใช
ในการทดลองที่ 2 เชนกัน 
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ภาพที่ 3  a) ผลของโซเดียมคลอไรดตอมวลสด b) ผลของโซเดียมคลอไรดตอมวลแหง  c) การ

กระจายมวลแหงของยูคาลิปตัส ในแตละโคลน (C1, C2, C3, C4, C5 และ C6) ที่ไดรับ
โซเดียมคลอไรดท่ีระดับความเขมขน 3 ระดับ เมื่อ 0 = 0 mM (control), 100 = 100 mM 
และ 200 = 200 mM เปนเวลา 14 วันหลังจากยายปลูก 
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ภาพที่ 4  a) ผลของโซเดียมคลอไรดตอมวลสด b) ผลของโซเดียมคลอไรดตอมวลแหง c) การ

กระจายมวลแหงของยูคาลิปตัส ในแตละโคลน (C1, C2, C3, C4, C5 และ C6) ที่ไดรับ
โซเดียมคลอไรดที่ระดับความเขมขน 3 ระดับ เมื่อ 0 = 0 mM (control), 100 = 100 mM 
และ 200 = 200 mM เปนเวลา 28 วัน หลังจากยายปลูก 

(a) 

(b) 

(c) 

0%

20%

40%

60%

80%

100%

0 100 200 0 100 200 0 100 200 0 100 200 0 100 200 0 100 200

Clone

Pa
rtt

itio
n o

f d
ry 

ma
ss (

%)

0

20

40

60

80

100

120

0 100 200 0 100 200 0 100 200 0 100 200 0 100 200 0 100 200

Clone

Re
lat

ive
 ch

ang
e o

f d
ry 

ma
ss

0

20

40

60

80

100

120

0 100 200 0 100 200 0 100 200 0 100 200 0 100 200 0 100 200

Clone

Re
lat

ive
 ch

ang
e o

f fr
esh

 ma
ss

roots stems leaves

C1 C2 C3 C4 C5 C6 

C1 C2 C3 C4 C5 C6 

C1 C2 C3 C4 C5 C6 

0 mM NaCl = 100



 

  32 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพที่ 5  เปอรเซนตการอยูรอดของยูคาลิปตัส ในแตละโคลน (C1, C2, C3, C4, C5 และ 6) ที่

ไดรับโซเดียมคลอไรดที่ระดับความเขมขน 3 ระดับ เมื่อ 0 = 0 mM (control), 100 = 100 
mM และ 200 = 200 mM เปนเวลา 7 วัน (a),14 วัน (b), 21 วัน (c) และ 28 วัน (d) หลังจาก
ยายปลูก 
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การทดลองที่ 2  การศึกษาการแสดงออกของยีนและโปรตีนภายใตสภาวะเครยีดจากโซเดียมคล    
ไรด 

 
2.1  การเจริญเติบโตของยูคาลิปตัส 
 

ศึกษาการเจริญเติบโต (มวลแหง) และอัตราการอยูรอดของยูคาลิปตัสโคลนทนเค็ม 
(โคลน C1 และ C5) และโคลนออนแอ (โคลน C4) ที่ไดรับการคัดเลือกจากการทดลองที่ 1 โดย
เลี้ยงในสารละลายธาตุอาหารที่มีโซเดียมคลอไรดที่ระดับความเขมขน 3 ระดับ (0 (control), 100 
และ 200 mM) ผลจากการทดลองแสดงคานํ้าหนักสด นํ้าหนักแหง แสดงไวดังตารางผนวกที่ 3 
และอัตราการอยูรอดแสดงไวดังตารางผนวกที่ 4  
 

จากการปลูกยูคาลิปตัสทั้ง 3 โคลน ในสารละลายธาตุอาหารที่มีโซเดียมคลอไรด
ระดับความเขมขน 100 mM เปนเวลา 7 และ 14 วันหลังจากยายปลูก มีการเจริญเติบโตไมแตกตาง
จาก control แตในวันที่ 21 พบวา การเจริญเติบโตและอัตราการอยูรอดของยูคาลิปตัสลดลงอยางมี
นัยสําคัญยิ่ง (P≤0.01) (ตารางผนวกที่ 3 และ 4) เมื่อศึกษาการเจริญเติบโตของยูคาลิปตัสที่ไดรับ
โซเดียมคลอไรดระดับความเขมขน 200 mM ในวันที่ 7 ถึง 21 พบวาการเจริญเติบโตและอัตราการ
อยูรอดของยูคาลิปตัสลดลงอยางมีนัยสําคัญยิ่ง (P≤0.01) ลักษณะอาการของยูคาลิปตัสเมื่อไดรับ
โซเดียมคลอไรดแสดงไวดังภาพผนวกที่ 1 

 
จากการศึกษาอัตราการเจริญเติบโตของยูคาลิปตัสทั้ง 3 โคลน ที่ 21 วันหลังจากยาย

ปลูก ทั้ง 2 ระดับความเขมขน พบวา โคลน C5 มีอัตราการเจริญเติบโตมากกวาโคลน C1 และ C4 
(ตารางผนวกที่ 5) เมื่อศึกษาอัตราการอยูรอดของยูคาลิปตัส ในวันที่ 7 และ 14 หลังจากยายปลูก ที่
ระดับความเขมขน 200 mM พบวา ยูคาลิปตัสโคลน C5 ไมมีการตายในชวงดังกลาว แตอัตราการ
อยูรอดของโคลน C1 และ C4 ลดลง เมื่อพิจารณาที่ 21 วันหลังจากยายปลูก พบวาโคลน C5 มี
อัตราการอยูรอดมากกวาโคลน C1 และ C4 อยางมีนัยสําคัญยิ่ง (ภาพท่ี 9 และ ตารางผนวกที่ 4)  

 
จากผลการทดลองแสดงใหเห็นวา โคลน C5 สามารถทนโซเดียมคลอไรดที่ระดับ

ความเขมขน100 และ 200 mM ไดดีกวาโคลน C1 และ C4 เน่ืองจากโคลน C5 มีอัตราการ
เจริญเติบโตและอัตราการอยูรอดในสารละลายที่มีโซเดียมคลอไรดไดดีกวาท้ัง 2 โคลน  
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ภาพที่ 6   a) ผลของโซเดียมคลอไรดตอมวลสด b) ผลของโซเดียมคลอไรดตอมวลแหง c) การ

กระจายมวลแหงของยูคาลิปตัสในแตละโคลน (C1, C4 และ C6) ที่ไดรับโซเดียมคลอ
ไรดท่ีระดับความเขมขน 3 ระดับ เมื่อ 0 = 0 mM (control), 100 = 100 mM และ 200 = 
200 mM เปนเวลา 7 วัน หลังจากยายปลูก 
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ภาพที่ 7  a) ผลของโซเดียมคลอไรดตอมวลสด b) ผลของโซเดียมคลอไรดตอมวลแหง c) การ

กระจายมวลแหงของยูคาลิปตัสในแตละโคลน (C1, C4 และ C6) ที่ไดรับโซเดียมคลอ
ไรดท่ีระดับความเขมขน 3 ระดับ เมื่อ 0 = 0 mM (control), 100 = 100 mM และ 200 = 
200 mM เปนเวลา 14 วัน หลังจากยายปลูก 
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ภาพที่ 8   a) ผลของโซเดียมคลอไรดตอมวลสด b) ผลของโซเดียมคลอไรดตอมวลแหง c) การ    

กระจายมวลแหงของยูคาลิปตัสในแตละโคลน (C1, C2 และ C3) ที่ไดรับโซเดียมคลอ
ไรดที่ระดับความเขมขน 3 ระดับ เมื่อ 0 = 0 mM (control), 100 = 100 mM และ 200 = 
200 mM เปนเวลา 21 วัน หลังจากยายปลูก 
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ภาพที่ 9  เปอรเซนตการอยูรอดของยูคาลิปตัสในแตละโคลน (C1, C4 และ C6) ที่ไดรับโซเดียม              
คลอไรดที่ระดับความเขมขน 3 ระดับ เมื่อ 0 = 0 mM (control), 100 = 100 mM และ 200 
= 200 mM เปนเวลา 7 วัน (a) 14 วัน (b) และ 21วัน (c) หลังจากยายปลูก 
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2.2  การศึกษาการแสดงออกของยีน Cu/Zn SOD และ APX ในยูคาลิปตัสภายใตสภาวะ
เครียดจากโซเดียมคลอไรด 

 
2.2.1  การออกแบบ primer และ การสังเคราะห cDNA จาก RNA  

 
เน่ืองจากยังไมมีการศึกษายีน Cu/Zn SOD และ APX ในยูคาลิปตัสจึงได

ออกแบบ primer จากชวงลําดับอนุรักษของเบสและกรดอะมิโนของยีน Cu/Zn SOD และ APX ใน
พืชช นิดต า ง  ๆ  ที่ ไ ด จ า กกา รทํ า  alignment โดย ใช โปรแกรมจ าก  ClustalW (Website 
http://www.ebi.ac.uk) ทําใหหาชวงลําดับอนุรักษไดโดยออกแบบ primer แสดงผลดังตารางที่ 4 
เพ่ือนําไปใชในการสังเคราะหช้ินสวนของยีน โดยการทํา RT-PCR 

 
ผลจากการการสังเคราะหช้ินสวนของยีน Cu/Zn SOD และ APX ในยูคา

ลิปตัส โดยใช primer ที่ออกแบบ ไดตรวจสอบโดยการทํา อิเล็กโตรโฟรีซีส 1% agarose gel (ภาพ
ที่ 11) ซ่ึงแสดงขนาดชิ้นสวนของยีนท้ังสอง พบวาขนาดใกลเคียงกับที่เราตองการสังเคราะห คือมี
ขนาดประมาณ 400 และ 700 คูเบส ตามลําดับ จากนั้นก็นําชิ้นสวนของยีนทั้งสองไปเพิ่มปริมาณ
โดยการทํา Cloning 

 
ตารางที่ 4  แสดง primer ที่ใชในการเพิ่มชิ้นสวนของยีน Cu/Zn SOD และ APX ในยูคาลิปตัส  

 

primer ลําดับเบสจากปลาย 5´ ไป 3´ จํานวนเบส 
ขนาด 

ที่คาดหวัง 

Cu/Zn Superoxide dismutase   

S I GAAGGAGATGGTCCAACCAC 20 

S II CCCTGCAGKCCAATAATACC 20 
393 คูเบส 

Ascorbase peroxidase   

A I GRGGWYTSATYKCTGAGAAGMATTGYGC 28 

A II TTAAGCWTCAGCAAAWCCMARTTCAG 26 
693 คูเบส 

หมายเหตุ  Y=C/T, M=A/C, R=A/G, K=G/T และ W=A/T    
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ภาพที่ 10  แถบช้ินสวนของยีน Cu/Zn SOD ขนาดประมาณ 400 คูเบส (lane 1) และ ยีน APX 
ขนาดประมาณ 700 คูเบส (lane 2) ที่ไดจากการสังเคราะห cDNA จาก RNA ของใบ ยู
คาลิปตัส โดยใช primer S1, S2 และ A1, A2 ตามลําดับ M คือ DNA ขนาดมาตรฐาน
ขนาดตางกัน 100 คูเบส 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

  M        1        2 

500 bp 
700 bp 
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2.2.2  การโคลนชิ้นสวนของยีนและวิเคราะหสายลําดับเบสของ cDNA 
 

เมื่อนําช้ินสวนของยีน Cu/Zn SOD และ APX ที่เช่ือมตอกับพลาสมิดไป
วิเคราะหหาลําดับเบส พบวามีขนาด 390 และ 684 คูเบส ตามลําดับ แสดงลําดับเบสไวดังภาพที่ 11 
และ 12 ตามลําดับ เมื่อนําลําดับเบสของชิ้นสวนของยีนทั้งสองมาเปรียบเทียบความคลายคลึงกับ
ยีนในฐานขอมูลโดยใชโปรแกรม BLAST N, BLAST X และใชโปรแกรม ClustalW ในการเทียบ
เรียงลําดับเบส ช้ินสวนของยีน Cu/Zn SOD และ APX ของยูคาลิปตัสกับพืชชนิดอื่น พบวา 
ชิ้นสวนของยีน Cu/Zn SOD มีลําดับเบสคลายคลึงกับพืชชนิดอื่น ๆ เชน Populus tremula x 
Populus tremuloides (85%), Arachis hypogaea (83%), Fagus sylvatica (83%) และ Manihot 
esculenta (83%) (ภาพที่ 13) และชิ้นสวนของยีน APX มีลําดับเบสคลายคลึงกับพืชชนิดอื่น ๆ เชน 
Fragaria x ananassa (80%), Camellia sinensis (79%), Capsicum annuum (78%) และ Nicotiana 
tabacum (78%) (ภาพที่ 14)  ดังน้ัน primer ท่ีสังเคราะหขึ้นมาสามารนําไปใชในการสังเคราะห 
probe เพ่ือใชในการศึกษาการแสดงออกของยีนโดยการทํา northern blot analysis 

 

ภาพที่ 11  ลําดับนิวคลีโอไทดของช้ินสวนของยีน Cu/Zn SOD จากยูคาลิปตัส ขนาด 390 คูเบส 
โดยใช primer S1 และ S2 

 
 
 
 
 
 

1 GAAGGAGATG GTCCAACCAC AGTAACTGGA AGTCTGTCTG GCCTTAAGCC 

51 TGGACTTCAT GGTTTCCATG TCCATGCTCT CGGAGACACC CGGAGACACC 

101 ACAAATGGCT GTATGTCAAC AGGACCACAC TTTAATCCTT GTGGCAAAGA 

151 GCATGGAGCC CCTGAAGACC AGAACCGTCA TTGGGGAATG TGAATGTGGG 

201 TGATGATGGC ACTGTTAGTT TCACAATCAT TGATAACCAG ATTCCTCTCA 

251 GTGGACCAAA CTCAATTGTT GGAAGGGCTG TCGTTGTTCA TGGAGATCCT 

301 GATGATCTTG GGAAGGGTGG GCACGAACTT AGCAAAACAA CTGGGAATGC 

351 TGGTGGCAGA GTTGCTTGCG GTATTATTGG CCTGCAGGGA  
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ภาพที่ 12  ลําดับนิวคลีโอไทดของชิ้นสวนของยีน APX จากยูคาลิปตัส ขนาด 684  คูเบส โดยใช 

primer A1 และ A2 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
1 TTAAGCTTCA GCAAATCCAA GTTCAGAGAG CTTCAGATGG GCTTCAGCAT 

51 AGTCTTCAAA GAAGGCATCT TCATCCGCAG CATATTTCTC AACAAGAGGG 

101 CGGAAAACAG GGTCAGCAAG AAGAGCCTTA TCACTTGGCA GCTGAAGAAG 

151 TTCTTTCTTC TCTCCGCTCA ACAATTCCTT GAAGTACGAG TTGTCGAATA 
201 TGAGGGGATT TGCGGTCCAG GTTCCCTCAA ATCCAGACCT CTCCTTGTGG 

251 CACCTTCCCA GGGTATGGCC ACCAGAGAGG GCCACAATAT CCTTGTCAGA 

301 AAGGCCCATC TGAACACCAA ACACTTGTCT CAAGTGGTCA CAGCCCTTGG 

351 TAGCATCAGG AAGACGGCCC TCGGGAGGTG GTTGTGGTTT GTCCTCTCTT 

401 CCGGGGTGAA AAGCAACTTC AGGTCCACCA GTAACTTCCA CAGCAACGAC 

451 GCCAGCCAGC TGGTAGAAAT CAGCATAAGT GATGATGGGG AACTGATCCT 

501 TGATCGGCTG CAAGAGCCTG ACGGCAACGT CGAGCCCGCT GTTGGCCCCG 

551 TGGCTGAGCT CCGCGGCGTG CTTCATGGTC CCGAACGGGC CTCCGGTCTT 

601 CGTCTTCACA TCGAAGGTAC CGGCGGAGTG CCACGCGATA CGGAGCATGA 

651 GCGGAGCGCA ATTCTTCTCA GAAATGAAAC CCCA  
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ภาพที่ 13  การวิเคราะห multiple alignments ระหวางลาํดับเบสของยีน Cu/Zn SOD ในยูคาลิปตัส 
กับลําดับเบสของยีน Cu/Zn SOD ในพืชชนิดอ่ืน 
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ภาพที่ 14  การวิเคราะห multiple alignments ระหวางลาํดับเบสของยีน APX ในยูคาลิปตัส กับ

ลําดับเบสของยีน APX ในพืชชนิดอื่น 
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2.4  ผลของโซเดียมคลอไรดตอการแสดงออกของยีน Cu/Zn SOD และ APX  

   
เมื่อตรวจสอบการแสดงออกของยีน Cu/Zn SOD และ APX  ดวยเทคนิค northern 

blot analysis (ภาพที่ 15) ในวันที่ 21 หลังจากยายปลูกในสารละลายธาตุอาหารที่มีโซเดียมคลอไรด 
พบวาระดับการแสดงออกของยีน Cu/Zn SOD และ APX ในใบยูคาลิปตัส โคลน C4 และ C5 เพ่ิม
สูงขึ้น เม่ือเปรียบเทียบกับ control ในสภาวะเครียดจากโซเดียมคลอไรด ทําใหพืชเกิดสภาวะ 
oxidative stress ซ่ึงจะชักนําใหเกิดการสราง reactive oxygen species มากขึ้น ในพืชทนเค็มหลาย
ชนิดมีการสังเคราะห antioxidant เพ่ิมสูงขึ้นเพ่ือกําจัด reactive oxygen species ซ่ึงมีรายงานในพืช 
Setaria italica สายพันธุทนเค็ม พบวาระดับการแสดงออกของยีนและกิจกรรมของเอนไซม Cu/Zn 
SOD และ APX ในไซโทซอลเพิ่มสูงขึ้น นอกจากนี้การเกิด electrolyte leakage ในพืช Setaria 
italica สายพันธุทนเค็ม นอยกวาสายพันธุไมทนเค็ม จากผลการทดลองนี้จึงสามารถตั้งสมมติฐาน
ไดวา ยูคาลิตัสโคลน C4 และ C5  มีกลไกที่ลดการเกิด oxidative stress ที่ถูกชักนําโดยสภาวะ
เครียดจากโซเดียมคลอไรด (Screenivasula et al., 2000) แตในการศึกษาการเจริญเติบโต พบวา
โคลน C4  เปนโคลนออนแอ และโคลน C5 เปนโคลนทนเค็ม แสดงใหเห็นวายูคาลิปตัสโคลน C5 
อาจจะมีกระบวนการอื่นที่ชวยในการปรับตัวตอสภาวะเครียดจากโซเดียมคลอไรด เน่ืองจาก
ความสามารถในการทนเค็มของพืชแตละชนิดมีกลไกที่แตกตางกันและตองอาศัยกลไกหลายอยาง
รวมกันดวยจึงทําให โคลน C5 มีการเจริญเติบโตที่ดีกวาโคลน C1 และ C4 
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ภาพที่ 15  การแสดงออกของยีน Cu/Zn SOD และ APX ของใบยูคาลิปตสั ท้ัง 3 โคลน (C1, C4 

และ C5) หลังจากใหโซเดียมคลอไรดที่ระดับความเขมขน 3 ระดับ เมื่อ 0 = 0 mM 
(control), 100 = 100 mM และ 200 = 200 mM เปนเวลา 21 วัน หลังจากยายปลูก 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Cu/Zn SOD 

APX 

rRNA 

  0       100     200    

C5 C4 C1 

 0      100     200     0       100     200    
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2.3 ศึกษาโปรตีนที่มีการแสดงออกยางเดนภายใตสภาวะเครียดจากโซเดียมคลอไรด 
 

2.3.1  Sodium Dodecyl Sulphate Polyacrylamide Gel Electrophoresis (SDS-
PAGE) 

 
ศึกษาการเปลี่ยนแปลงระดับการแสดงออกของโปรตีนบางชนิดในใบ        

ยูคาลิปตัส 3 โคลน (C1, C4 และ C5) ในวันที่ 21 หลังจากไดรับโซเดียมคลอไรด โดยการทํา SDS-
PAGE ผลจากการศึกษาพบวาโซเดียมคลอไรดทําใหเกิดการเปลี่ยนแปลงระดับการแสดงออกของ
โปรตีนบางชนิดในใบยูคาลิปตัส โดยดูจากความเขมของแถบแบนบน polyacrylamide gel (ภาพที่ 
16) จากน้ันไดคัดเลือกโพลีเปปไทด 2 แถบ ที่มีการแสดงออกอยางเดนชัดเมื่อไดรับโซเดียมคลอ
ไรด ในยูคาลิปตัสโคลนทนเค็มไดแก โคลน  C5  ซ่ึงเปนโคลนที่มีอัตราการเจริญเติบโตและอัตรา
การอยูรอดสูงที่สุด จากการคัดเลือกพบโพลีเปปไทดที่นํ้าหนักประมาณ 28 และ 70 kDa เขมข้ึน
อยางชัดเจนเมื่อเปรียบเทียบกับ control (ภาพที่ 17) คาดวาโพลีเปปไทด 2 ตําแหนงน้ีเปนโปรตีนที่
เกี่ยวของกับกระบวนการบรรเทาสภาวะเครียดจากโซเดียมคลอไรดในยูคาลิปตัส ซ่ึงคลายคลึงกับ
ที่มีรายงานในขาวโพด (Zorb et al., 2004) และ ขาว (Kong-ngern et al., 2005) 
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ภาพที่ 16  รูปแบบของโปรตีน โดยการทํา SDS-PAGE ในใบยูคาลิปตัสทั้ง 3 โคลน (C1, C4 และ 
C5) ที่ไดรับโซเดียมคลอไรดที่ระดับความเขมขน 3 ระดับ เมื่อ 0 = 0 mM (control), 100 
= 100 mM และ 200 = 200 mM และตําแหนงโพลีเปปไทด ขนาดประมาณ 28 และ 70 
kDa ที่มีการแสดงออกเพิ่มข้ึน เปนเวลา 21 วัน หลังยายปลูก 
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2.3.2  วิเคราะหหาลําดับกรดอะมิโนของโพลีเปปไทดขนาด 28 และ 70 kDa 
 

เมื่อคัดเลือกแถบของโพลีเปปไทด 2 แถบ ที่มีการสังเคราะหเพ่ิมสูงข้ึนใน    
ยูคาลิปตัสโคลน C5 เมื่อไดรับโซเดียมคลอไรดโดยมีนํ้าหนักประมาณ 28 และ 70 kDa วิเคราะห
หาลําดับกรดอะมิโนของโพลีเปปไทด ท้ังสองตําแหนงโดยใชวิธี Liquid Chromatography-Mass 
Spectrometry (LC-MS/MS) พบวาโพลีเปปไทด ขนาดประมาณ 28 kDa สามารถวิเคราะหลําดับ
กรดอะมิโนไดจํานวน 10 fragments (ตารางที่ 5) ผลจากการวิเคราะหและเปรียบเทียบลําดับกรด  
อะมิโนของโพลีเปปไทด ในฐานขอมูลโปรตีน nrFASTA พบวา เหมือนกับ ATP synthase CF1 
beta subunit (ภาพท่ี 17) ซ่ึงเปนสวนประกอบของเอนไซม ATP synthase complex มีลักษณะเปน
โปรตีนกอนกลม ที่ย่ืนออกมาจากเยื่อหุมไทลาคอยด ซ่ึงเปนตําแหนงที่มีการสังเคราะห ATP ใน
คลอโร พลาสต (McCarty et al., 2000) ATP มีความสําคัญมากในการสรางพลังงาน เพ่ือนําไปใช
ในกิจกรรมตาง ๆ ของเซลลส่ิงมีชีวิต (Ballmoos et al., 2004) เชน การสังเคราะหพวก compatible 
solutes ไดแก proline และ glycine betaine ซ่ึงลวนแตอาศัยพลังงานจาก ATP เพ่ือใหพืชสามารถ
เจริญเติบโตและทนตอสภาวะเครียดได นอกจากนี้การจัดเก็บโซเดียมเขาสูแวคิวโอล เพ่ือใชในการ
ปรับออสโมติก และลดความเปนพิษของโซเดียมในไซโทพลาสซึม ก็ยังตองอาศัยพลังงานจาก 
ATP เชนกัน ในการปรับตัวน้ีพืชจะใช ATP ไปในกระบวนการ primary active transport ทําใหเกิด 
electrochemical gradient และ เกิด secondary active transport ชวยในการขับเคลื่อนโซเดียมเขา
สูแวคิวโอล ตามลําดับ (Kaim and Dimroth, 1998) จากการทดลองนี้ แสดงใหเห็นวา การ
สังเคราะห ATP synthase CF1 beta subunit ที่เพ่ิมสูงข้ึนในยูคาลิปตัสโคลน C5 ซ่ึงเปนโคลนที่มี
อัตราการรอดตายสูงสุด สามารถตั้งสมมติฐานไดวา การที่พืชทนเค็มไดดีกวา เน่ืองจากพืชสามารถ
สราง ATP ไดสูงขึ้นเพ่ือใชในกระบวนการตาง ๆ เพ่ือบรรเทาสภาวะเครียดจากโซเดียมคลอไรด
ในยูคาลิปตัส เชนเดียวกับขาวโพดที่มีการสังเคราะห ATP synthase CF1 beta subunit เพ่ิมสูงขึ้น
ในใบและราก (Zorb et al., 2004) 

 
 การศึกษาน้ียังพบโพลีเปปไทดขนาด 70 kDa ที่มีการสังเคราะหเพ่ิมสูงขึ้น

ในยูคาลิปตัสเมื่อไดรับโซเดียมคลอไรด สามารถวิเคราะหลําดับกรดอะมิโนไดจํานวน 7 fragments 
(ตารางที่ 6) เม่ือนําลําดับกรดอะมิโนของมาเปรียบเทียบในฐานขอมูลโปรตีน nrFASTA พบวา 
เหมือนกับสวนของ heat shock protein 70 (HSP70) (ภาพที่ 18) ซ่ึงพบมากในไซโทซอล และ    
ออรแกเนลลตาง ๆ heat shock protein (HSP) ถือเปนกลุมของ stress protein ท่ีพบในทุกเซลล 
ตลอดการดํารงชีวิตของสิ่งมีชีวิต หนาท่ีสวนใหญของ HSP70 เปน molecular chaperones ซ่ึง
เกี่ยวของกับ กระบวนการ protein folding และ ปองกันการเสียสภาพของโปรตีนอื่น ๆ HSP บาง
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ชนิดมีการสังเคราะหเปนปกติในเซลล แตเมื่อเกิดสภาวะเครียดในพืช จะสงผลใหโปรตีนตาง ๆ 
เกิดการรวมตัวเปนกลุมกอน (protein aggregation) และ เสียสภาพ (protein denaturation) ดังมี
รายงานในฝาย พบวามีการสังเคราะห HSP70 เพ่ิมสูงข้ึนในสภาวะ osmotic stress ซ่ึงเปนสภาวะที่
เซลลขาดนํ้า (Nepomuceno et al., 2002) นอกจากนี้ Hamilton et al. (2001) ทําการทดลองในขาว 
พบวาสภาวะเครียดจากเกลือทําใหเกิดการสังเคราะห HSP70 สูงข้ึน จากการศึกษาครั้งน้ี จึง
ตั้งสมมติฐานตอไดวา พืชจะสังเคราะห HSP70 เพ่ิมข้ึนเมื่อเผชิญกับสภาวะเค็ม  
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ตารางที ่5  แสดงลําดับกรดอะมิโนของโพลีเปปไทด ขนาด 28 kDa จากใบยูคาลิปตัสโคลน C5 
ที่ไดรับโซเดียมคลอไรด 100 mM 

 
fragment amino acid sequences 

1 INPTTSGPGVSTLEK (Ile-Asn-Pro-Thr-Thr-Ser-Gly-Pro-Gly-Val-Ser-Thr-Leu-Glu-Lys) 

2 ISQIIGPVLDVAFPPGK (Ile-Ser-Gln-Ile-Ile-Gly-Pro-Val-Leu-Asp-Val-Ala-Phe-Pro-Pro-Gly-Lys) 

3 AVAMSATDGLMR (Ala-Val-Ala-Met-Ser-Ala-Thr-Asp-Gly-Leu-Met-Arg) 

4 IFNVLGEPVDDLGPVDTR (Ile-Phe-Asn-Val-Leu-Gly-Glu-Pro-Val-Asp-Asp-Leu-Gly-Pro-Val-Asp-Thr-Arg) 

5 LSIFETGIK (Leu-Ser-Ile-Phe-Glu-Thr-Gly-Ile-Lys) 

6 DVNEQDVLLFIDNIFR (Asp-Val-Asn-Glu-Gln-Asp-Val-Leu-Leu-Phe-Ile-Asp-Asn-Ile-Phe-Arg) 

7 VVDLLAPYR (Val-Val-Asp-Leu-Leu-Ala-Pro-Tyr-Arg) 

8 TVLIMELINNIAK (Thr-Val-Leu-Ile-Met-Glu-Leu-Ile-Asn-Asn-Ile-Ala-Lys) 

9 DVNKQDVLLFIDNIFR (Asp-Val-Asn-Lys-Gln-Asp-Val-Leu-Leu-Phe-Ile-Asp-Asn-Ile-Phe-Arg) 

10 FVQAQSEVSALLG (Phe-Val-Gln-Ala-Gln-Ser-Glu-Val-Ser-Ala-Leu-Leu-Gly) 

 
 
ตารางที ่6  แสดงลําดับกรดอะมิโนของโพลีเปปไทดขนาด 70 kDa จากใบยูคาลิปตัสโคลน C5 ที่

ไดรับโซเดียมคลอไรด 100 mM 
 

fragment amino acid sequences 
1 VEIIANDQGNR (Val-Glu-Ile-Ile-Ala-Asn-Asp-Gln-Gly-Asn-Arg) 
2 QFAAEEISS (Gln-Phe-Ala-Ala-Glu-Glu-Ile-Ser-Ser) 
3 NAVVTVPAYFNDSQR (Asn-Ala-Val-Val-Thr-Val-Pro-Ala-Tyr-Phe-Asn-Asp-Gln-Arg) 
4 IINEPTAAAIAYGLDK (Ile-Ile-Asn-Glu-Pro-Thr-Ala-Ala-Ala-Leu-Ala-Tyr-Gly-Leu-Asp-Lys) 
5 ATAGDTHLGGEDFDNR (Ala-Thr-Ala-Gly-Asp-Thr-His-Leu-Gly-Gly-Glu-Asp-Phe-Asp-Asn-Arg) 
6 FEELNMDLFR (Phe-Glu-Glu-Leu-Asn-Met-Asp-Leu-Phe-Arg) 
7 NALENYAYNMR (Asn-Ala-Leu-Glu-Asn-Tyr-Ala-Tyr-Asn-Met-Arg) 
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ภาพท่ี 17  ลําดับกรดอะมิโนของโปรตีนขนาดประมาณ 28 kDa (ตัวอักษรสีแดง) ที่เหมือนกับ

ลําดับกรดอะมิโน ในฐานขอมูล gi60460816: ATP synthase CF1 beta subunit 
 

1 MAKSEGPAIG IDLGTTYSCV GVWQHDRVEI IANDQGNRTT PSYVGFTDTG RLIGDAAKNQ 

61 VAMNPTNTVF DAKRLIGRRF SSPAVQSSMK LWPSRHLGLG DKPMIVFNYK GEEKQFAAEE 

121 ISSMVLIKMK EIAEAYLGST IKNAVVTVPA YFNDSQRQAT KDAGVIAGLN VMRIINEPTA 

181 AAIAYGLDKK ATSSGEKNVL IFDLGGGTFD VSLLTIEEGI FEVKATAGDT HLGGEDFDNR 

241 MVNHFVQEFK RKNKKDISGN PRALRRLRTA CERAKRTLSS TAQTTIEIDS LFEGIDFTPR 

301 SSRARFEELN MDLFRKCMEP VEKCLRDAKM DKSSVHDVVL VGGSTRIPKV QQLQDFFNGK 

361 ELCKSINPDE AVAYGAAVQA AILSGEGNER SDLLLLDVTP LSLGLETAGG VMTVLIPRNT 

421 TIPTKKEQVF STYSDNQPGV LIQVYEGERA RTKDNNLLGK FELSGIPPAP RGVPQITVTF 

481 DIDVNNILNV SAEDKTTGQK NKITITNDKG RLSKEEIEKM VQEAEKYKAE DEEVKKKVDA 

541 KNALENYAYN MRNTIKDDKI ASKLPAEDKK KIEDAVDGAI SWLDSNQLAE VEEFEDKMKE 

601 LEGICNPIIA KMYXGEGAGM GAAAGMDEDA PSGGSGAGPK IEEVD  

 
ภาพท่ี 18  ลําดับกรดอะมิโนของโปรตีนขนาดประมาณ 70 kDa (ตัวอักษรสีแดง) ที่เหมือนกับ

ลําดับ กรดอะมิโน ในฐานขอมูล gi 224970: heat shock protein 70 (HSP70) 

 
 
 
 

1 MRINPTTSGP GVSTLEKKNL GRISQIIGPV LDVAFPPGKM PNIYNALVVK GRDTIGQEIN 

61 VTCEVQQLLG NNRVRAVAMS ATDGLMRGME VIDTGAPLSV PVGGATLGRI FNVLGEPVDD 

121 LGPVDTRTTS PIHRSAPAFI QLDTKLSIFE TGIKVVDLLA PYRRGGKIGL FGGAGVGKTV 

181 LIMELINNIA KAHGGVSVFG GVGERTREGN GVGERTREGN DLYMEMKESG KVALVYGQMN 

241 EPPGARMRVG LTALTMAEYF RDVNEQDVLL FIDNIFRFVQ AGSEVSALLG RMPSAVGYQP 

301 TLSTEMGTLQ ERITSTKEGS ITSIQAVYVP ADDLTDPAPA TTFAHLDATT VLSRGLAAKG 

361 IYPAVDPLDS TSTMLQPRIV GEEHYETAQR VKQTLQRYKE LQDIIAILGL DELSEEDRLT 

421 VARARKIERF LSQPFFVAEV FTGSPGKYVG LAETIRGFKL ILSGELDGLP EQAFYLVGNI 

481 DEATAKATNL EMESKLKK     
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สรุปผลการทดลอง 
 
 ในการทดลองเบื้องตนไดคัดเลือกยูคาลิปตัสภายใตสภาวะเครียดจากโซเดียมคลอไรด
จํานวน 3 โคลน โดยพิจารณาจากอัตราการอยูรอดของยูคาลิปตัส เน่ืองจากมวลแหงของยูคาลิปตัส
ในแตละโคลนไมแตกตางกัน ผลจากการคัดเลือก พบวาโคลนที่มีอัตราการอยูรอดสูงสุดสองลําดับ
แรก ไดแก โคลน C1 และ C5 กําหนดใหเปนตัวแทนโคลนเค็ม สวนโคลนที่มีการเจริญเติบโต
ต่ําสุดจํานวน 1 โคลน ไดแกโคลน C4 กําหนดใหเปนตัวแทนโคลนออนแอ  
 

จากการศึกษาการเจริญเติบโตของยูคาลิปตัสทั้ง 3 โคลน ที่ไดรับการคัดเลือกพบวา
โซเดียมคลอไรดที่ระดับความเขมขนที่สูงข้ึนทําใหการเจริญเติบโต (มวลแหง) และอัตราการอยู
รอดของยูคาลิปตัสลดลง เมื่อพิจารณาการเจริญเติบโตของพืชที่ไดรับโซเดียมคลอไรดระดับความ
เขมขน 200 mM พบวา มวลแหงของยูคาลิปตัสทั้ง 3 โคลน ไมแตกตางกันทางสถิติ แตโคลน C5 มี
อัตราการอยูรอดสูงกวาโคลน C1 และ C4 อยางมีนัยสําคัญยิ่ง (P≤0.01) ดังน้ัน โคลน C5 จึงเปน
โคลนทนเค็มมากที่สุด และเปนโคลนที่คัดเลือกมาจากพื้นที่ดินเค็ม  

 
เมื่อตรวจสอบการแสดงออกของยีน Cu/Zn SOD และ APX  ของยูคาลิปตัสทั้ง 3 โคลนใน

วันที่ 21 หลังจากยายปลูก พบวาระดับการแสดงออกของยีน Cu/Zn SOD และ APX ในใบยูคา
ลิปตัส โคลน C4 และ C5 เพ่ิมสูงข้ึน แตในการศึกษาการเจริญเติบโต พบวาโคลน C4 เปนตัวแทน
โคลนออนแอ และโคลน C5 เปนตัวแทนโคลนทนเค็ม แสดงใหเห็นวายูคาลิปตัสโคลน C5 อาจจะ
มีกระบวนการอื่นที่ชวยในการปรับตัวตอสภาวะเครียดจากโซเดียมคลอไรด จึงทําใหทนเค็มกวา
โคลน C1 และ C4 

 
จากการศึกษาการแสดงออกของโปรตีนพบวา สภาวะเครียดที่เกิดจากโซเดียมคลอไรดทํา

ใหเกิดการเปลี่ยนแปลงระดับการแสดงออกของโปรตีนตาง ๆ โดยมีแถบของโพลีเปปไทด 2 แถบ 
เขมขึ้นอยางชัดเจนที่นํ้าหนักประมาณ 28 และ 70 kDa เม่ือนําไปวิเคราะหและเปรียบเทียบกับ
ฐานขอมูลโปรตีน nrFASTA พบวาโพลีเปปไทด ขนาด 28 kDa ที่มีการสังเคราะหเพ่ิมสูงข้ึนใน       
ยูคาลิปตัสโคลน C5 เมื่อไดรับโซเดียมคลอไรดเหมือนกับ ATP synthase CF1 beta subunit ซ่ึงเปน
สวนประกอบของเอนไซม ATP synthase complex เปนตําแหนงที่มีการสังเคราะห ATP ดังน้ัน จึง
สามารถตั้งสมมติฐานไดวาโคลน C5 อาจจะใช ATP ไปในกระบวนปรับตัวตาง ๆ จึงทําใหมีอัตรา
การรอดตายสูงสุด การศึกษานี้ยังพบโพลีเปปไทดขนาด 70 kDa ซ่ึงผลจากการวิเคราะห และ
เปรียบเทียบกับฐานขอมูล พบวาเหมือนกับ heat shock protein 70 (HSP70) ซ่ึงมีการสังเคราะห
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เพ่ิมขึ้นในยูคาลิปตัสทั้ง 3 โคลนเมื่อไดรับโซเดียมคลอไรดดังน้ัน HSP70 จึงเปนเหมือน
สัญญาณหน่ึงเมื่อพืชเผชิญกับสภาวะเค็ม 

 
สําหรับการศึกษาการแสดงออกของยีน Cu/Zn SOD และ APX รวมทั้งการศึกษาการ

แสดงออกของโปรตีนในยูคาลิปตัส โคลนทนเค็มและโคลนออนแอ ภายใตสภาวะเครียดจาก
โซเดียมคลอไรดทําใหไดขอมูลเพ่ือใชเปนความรูในการอธิบายกระบวนการทนเค็มของยูคาลิตัส 
และใชเปนขอมูลพ้ืนฐานในการพัฒนาพันธุทนเค็ม และ พัฒนาเทคนิคตาง ๆ ที่ใชเปนตัวชี้วัด 
สําหรับใชในการคัดเลือกยูคาลิปตัสที่มีความสามารถในการเจริญเติบโตบนพื้นที่ดินเค็มสําหรับ
โครงการปรับปรุงพันธุตอไปในอนาคต  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 


